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Scanninq-rnikroskopisches Verfahren mit hoher axialer Aufkteunq 



Die voriiegende Ertindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung 
mindestens einer Entitat auf einem. bevorzugt auf einem Tr^ger befindli- 
chen, Substrat. Ferner warden Anwendungsfelder des erfindungsgemd- 
tten Verfahrens sowie eine Vorrichtung zur DurchfOhrung desseJben be- 
schrieben. 

Es ist bekannt, dafi konfokale Oder fOr Mehrphotonenanregung ausge- 
tegte Anordnungen wegen ihrer hohen axialen OrtsauflOsung geetgnet 
sind, urn Hintergrundsignale zu reduzieren, welche au&erhalb der Foka- 
lebene entstehen. Bei der Erfassung insbesondere gro&ftdchiger Struktu- 
ren ergibt sich somit das Problem, daft im Rahmen des Scanvorgangs 
darauf geachtet werden mull, daft die Fokalebene sich zu Jeder Zeit an 
einer gewtinschten Position innerhalb des zu untersuchenden Objektes 
befindet. So kann es vorkommen, daB z.B. Unebenheiten elnes Proben- 
trdgers, auf dem das zu unterBuchende Objekt angeordnet ist dazu fOh- 
ran. daG sich das konfokale Meftvokimen nicht In der gewQnschten Ebene 
im Objekt befindet, sondem womOglich an das Objekt angrenzende 
Strukturen. wie z.B. Teile des Probentrdgers. erfa&i Dies wirkt sich 
nacnteilig auf die durchzufOhrende Objekterfassung und 
charaktehsierung aus. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereltzu- 
stellen, welches eine zuverttssige Erfassung fldchlger Strukturen oder 
dreidimensionaler Strukturen, welche auf einem fldchfgen Trflger ange- 
ordnet sind, in einem Mikroskop mlt hoher axialer AuflOsung, insbesonde- 
re einem konfokalen Mikroskop, ertaubt Ferner soil eine Vorrichtung zur 
DurchfOhrung des Verfahrens berertgesteltt werden. 

Die Aufgabe wird gelbst durch ein Verfahren mit den Merkmalen des An- 
spruchs 1 sowie eine Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruchs 18. 



Die ErfindBKg stellt ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens 
iner Entitat auf und/oder in elnem, bevorzugt auf einam Trflger befindli- 
chen. Substrat bereit, wobei mittels einer konfokalen Mikroskopoptik oder 
einer fiir die Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik, die mindestens 
eine Strahlung&quelle aufwelst. mindestens in repr&sentattver Bereich 
des Substrates mit einem MeQvolumen gescannt wird unter Erhatt von 
MeBwerten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die Mekwerte zur 
Charakterisierung der mindestens einen Entitdt mittels Signalverarbertung 
bearbeitet werden. Hierbei behalt die mindestens eine Entitat fOr die Dau- 
er der Aufnahme der Me&werte ihre Position hinsichtilch des Substrates 
und/oder des Trdgers im we&entiichen bei. 



Es ist bevorzugt, da& das Substrat einen Brechungs index aufweist, der 
verschieden ist von mindestens einer an das Substrat angrenzenden 
Komponente. Bei der angrenzenden Komponente kann es sich bei- 
spielswetse urn einen Trdger handeln, auf dem das Substrat angeordnet 
ist Das Substrat kann jedoch auch unmrtleibar an eine ImmersionsflOs* 
sigkeit, Luft Oder eine das Substrat abdeckende Komponente, wie z. B. 
ein Deckglas, angrenzen. 

Erfindungsgemaa wird nunmehr wAhrand des Scanvorganges ein HMsfb- 
kus erzeugt wird, der zumindest teitwelse auf der Grenzfldcbe zwischen 
Substrat und angrenzender Komponente Oder einer anderen geeigneten 
Grenztoche liegt Die Funktlon des HiKsfokus besteht darin, eine Ab- 
standsermitttung zwischen der Grenzflache und der den HHfsfokus erzeu- 
genden Optik zu emrtglichen. Mittels mindestens eines Detektore, der 
bevorzugt konfbkal angeordnet ist wird die In ten si tat des von der Grenz* 
flfiche ruckreflektierten Lichtes erfa&t Diese weist einen Maximalwert auf. 
sofem der Hiifsfokus in Richtung der optischen Achse auf der Grenzfldche 
positioniert ist. Die Intensitat des RQckreflexes faiit ab ( wenn der HHfsfokus 
auf der optischen Achse in Richtung des Substrates bzw. der an das Sub- 
strat angrenzenden Komponente bewegt wird. 



Um die gewGnschte Posrtionierung des Hilfsfokus, und somit mrttelbar 
duch des Me&volumens. w&hrend des Scanvorganges zu ermdgllchen, ist 
es wunschenswert, festzustellen, ob eine abweichende Posrtionierung des 
Hitfsfokus von der Grenzflache in Richtung des Substrates Oder aber in 
Richtung der an das Substrat angrenzenden Komponente stattgefunden 
hat. Erfindungsgem£& warden zwei LOsungen vorgeschlagen. 

In einer ersten bevorzugten AusfOhrungsform wind die Position des 
Hilfsfokus relativ zur Grenzflache Im wesentlichen entJang der optischen 
Achse variiert und die Intensity des Ruckreflexes in Abhdngigkert von der 
Bewegung registriert (siehe Figuren 1. 2, 3 und 6). Hierbei kann bei- 
spialsweise die fokussierende Optik entlang der optischen Achse auf- und 
abbewegt warden. Es ist jedocb auch moglich, das Substrat, Welches sich 
beispieisweise auf einem in z-RJchtung unmrtleibar oder mrttelbar posftio- 
nierbaren Trdger befindet entsprechend zu bewegen. Es ist femer mdg- 
lich. die Drvergenz des StrahtenbO ndete zu variieren, das zur Erzeugung 
des Hilfsfokus dient Die Bewegung kann bevorzugt period isch durchge- 
fuhrt warden. Die Amplitude der Bewegung ist bevorzugt so zu wfihlen, 
daft eine gletcftzertige Aufnahme von Meftwerten aus dem Me&volumen 
nicht gestort wird. In der Regel wird daher die Amplitude der Bewegung 
der Gro&enordnung der axiaten Ausdehnung des MeftvoJumens entspre- 
chen. 

Die vom Detektor erfaftte Intenstt&t wird sich jeweils dann erti6hen. wenn 
der Abstand zwischen reflektierender Grenzflache und Hilfsfokus sich ver- 
ringert. Umgekehrt wird sich die Intensitflt emledrlgen, wenn durch die 
Bewegung der genannte Abstand vergrtSftert wird. Aus der Bewegung s- 
richtung, die zu einer Erhtihung bzw. Emiedrigung der detektierten Inten- 
sity fQhrt, kann somit ermitteU warden, in welcher Richtung die Position 
des Hilfsfokus von der Lage der Grenzflache abweicht. 

In einer zweiten bevorzugten AusfOhrungsform wird die Intensity des 
ROckreflexes mittels mindestens zweier entlang der optischen Achse an- 



geordneter Detektoren erfa&L Dazu wird das von der Grenzfidche reflek- 
tierte Ucht des Hilfsfokus beispielsweise uber teildurchlfisaige Spiegel auf 
die Detektoren aufg teilt Die Detektoren werden bevorzugt in unter- 
schiedficher Entf mung von der fokussierenden Optik angeordnet, so da& 
- abhSngig von der Lage des Hilfsfokus retativ zur reflektierenden Grenz- 
flache - unterschiedliche Anteile der reflektierten Intertsttdt von den De- 
tektoren erfa&t werden. Aus der VerteUung der von den Detektoren er- 
fa&ten Intensitdten kann somit ermlttelt werden. in welcher Richtung die 
Position des Hilfsfokus von der Lege der Grenzflache abweicht Dies wird 
exemplarisch in Fig. 4 dargestellt. 

Eine etwaig erm'rttelte Abweichung des Hilfsfokus von der gewOnschlen 
Position Id0t sich durch eine entsprechende Nachfuhrung, die ggf. der 
oben beschriebenen Bewegung ttbertagert wird, korrigieren. Es 1st bevor- 
zugt, den Hilfsfokus so nachzufQhren, daft dieser sich im wesentllchen auf 
der Grenzfiache beftndet. 

Urn einen mdglichst geringen apparatlven Aufwand zu betrelben, 1st es 
wOnschenswert, den Hilfsfokus mltteta derselben konfokaten MJkroskop- 
optik zu erzeugen, die auch zur Erzaugung des Me&votumens dient In 
einer derartigen AusfUhrung der Erftndung k&nnen beispielsweise teU- 
durchl&sstge Spiegel eingesetrf warden, urn die Str&hlen, die Me&volu- 
men bzw. Hilfsfokus erzeugen, vor dem Objekth/ zusammenzufOhren p so- 
wie die aus dem Me&volumen bzw. Hilfsfokus detekterte Strehlung wieder 
zu separieren. MOchta man beispielsweise Me&volumen und HUfsfokus 
zueinander beabstandet im wesentiichen enttang der optischen Achse der 
konfokalen Mikroskopoptik anordnen, so ist es zweckm*&lg. der konfoka- 
len Mikroskopoptik auf der der Probe abgewandten Seite geeignete opti- 
sche Eiemente (z. B. Unsen. konvexe oder konkave Spiegel) mrt dem Ziel 
vorzuschalten. zwei Strahlenbundel unterschiedllcher Dlvergenz bzw. 
Konvergenz zu erzeugen, die sodann von der konfokalen Mikroskopoptik 
zum Me&volumen einereeits und Hilfsfokus andererseits fokussiert wer- 
den. In einer weiteren AusfOhrungsform sind MeGvolumen und Hilfsfokus 



deckungsgleich, so da& auf die genannt n vorgeschetteten optischen 
Element© verzichtet w rden kann. 

Anderereeits kann eine Anordnung gewdhtt warden, in der Meftvotumen 
und Hitfsfokus Ober separate Optiken erzeugt werden. In diesem Fall wer- 
den die betden Optiken vorteilhaft mechanlsch so varbunden, datt erne 
NachfQhrung des Hilfefokus eine entsprechende NachfOhrung des Me&- 
volumens bewirkt. Auch in dieser AusfQhrung kdnnen Me&volumen und 
Hitfsfokus entweder ganz oder teilweise Qbertappend. oder aber raumlich 
getrennt angeordnet sein. Die Positionierung von Hitfsfokus und Me&vo- 
fumen zueinander kann in diesem Fall durch die Posrtionen der beiden 
genannten Optiken zueinander vorgegeben werden. 

Es kann bevorzugt sein, den Anregungsstrahlengang sowohl fOr das 
Me&volumen als auch for den Hitfsfokus mtt euv und derselben Strah- 
lungsqueile zu erzeugen, die optional In der Lage 1st, Strahking unter- 
schiedlicher Wellent&ngen zu emittieran. Andererserts kann es, trtsbason- 
dere bei rdumiicher Trennung von Me&volumen und Hitfsfokus. bevorzugt 
sein, zwei getrennte StrahlungsqueUen zu verwenden. Bei den Strah- 
lungsqueHen kann es sich beispielhaft urn Laser, lichtemittierende Dioden, 
GIQrv- oder Gasontiadungslampen handeln. 

In einer weheren Ausgestattung des erflndungsgem&Qen Verfahrens ist es 
besondere vorteilhaft, zur Erzeugung des Me&vokimens und/oder des 
Hitfsfokus ein Objektiv mit elher hohen numerischen Apertur, bevorzugt 
grO&ar 0.9. und/oder einem kleinen Arbeitsabstand zu wfthlen. Die Wahl 
eines geringen Arbeitsabstand es. insbesondere kletner/gleich einem Mil- 
limeter, wirkt sich besonders gQnstig bei Fluoreszenzmessungen im Me&- 
volumen aus. Im Emissionsstrahlengang auftretende Absorption des Fluo- 
reszenzJichtes verringert die ZShlrate pro Molekul. Dieser Effekt geht im 
Gegensatz zu den Erwartungen offenbar linear bzw. starker als linear in 
das Signal-Rau&ch-Verhahnis ein, so da& sich ein geringer Arbeitsab- 
stand als vorteilhaft erweist. 



Der Scanvorgang kann bevorzugt fokjendermaften ausgefOhrt werden. Es 
wird ein konfokales Mikroskop zur optischen Erfassung eines Beobach- 
tungsvolumens verwendet mit einer Strahlungsquelle. bevorzugt zur Er- 
zeugung von Anregungslicht, einem dichrotischen Spiegel (oder sonstigen 
Strahlteiler), von dem die auflreffende Strahlung der Strahlungsquelle re- 
flektiert wird. einer eine mechanische Apertur aufweisenden Objekth/lin- 
senanordnung. die die von dem dichroitiachen Spiegel reflektierte Streh- 
lung empfangt und auf das Beobachtungsvolumen fbkussiert. und einer 
Beobachtungsoptikanordnung, die von dem Beobachtungsvolumen aua- 
gehende und durch den dichrottischen Spiegel hindurchtretende Strahlung 
empfangt. Zwischen dem dichroitiachen Spiegel und der Objektivlinsen- 
anordnung befindet sich eine ANenksplegelanordnung. die einen bevor- 
zugt planen objektivseitigen Ablenkspieget aufweist, der urn eine Normal- 
punkHage oszillierbar angeordnet 1st. Bei Oszillation des objoktivsettigen 
Spiegels kreuzen sich die optischen Achsen des jeweils reflektierten An- 
regungslichtes in im weaenUichen einem gemeinsamen SchnHtpunkt lm 
Bereich der mechanischen Apertur dar Objektivtinsenanordnung. Die Os- 
zillationsachse des objektivseKkjen Abtenkspiegels ist glelch der SchnitHi- 
nifrder von dem objektivseitigen Ablenkspiegel aulgespannten Ebene mit 
derjenigen Ebene, die durch den gemeinsamen Schnittpunkt der opti- 
schen Achsen der reflektierten Strahlung und senkrecht zur optischen 
Achse der reflektierten Strahlung bei in seiner Nomuilpunkttage beflndli- 
chem objektivseitigen Abtenkspiegel veriauft Es lessen sich jedoch auch 
andere. dem Fachmann bekannte Verfahren zur AWenkung des von der 
Strahlungsquelle erzeugten Strahles einsetzen. Wahhveise ist es auch 
moglich. die Position des Substrates oder der verwendeten Mikroskopop- 
tik(en) m'rttelbar oder unmittelbar zu varileren. 

Als optische Parameter kdnnen beispielsweise Streulichtintensitaten. 
Fluoreszenzintensitaten bei mindestens einer Wellenlange. Fluoreszen- 
zintensitaten in Abhangigkeit von der Polarisation. FluoreszenzJebens- 
dauem und/oder molekulare Helligkeiten bestimmt werden. Es kann hier- 



bei bevorzugt sein. molekulare Helllgkeften gemd& des in dor Interna tio- 
. oaten Offenlegungsschrift WO 98/16614 beschriebenen Verfahrens zu 
bestimmen. Es wird dort beschrieben, daG Intensftdtsfluktuationen emit- 
tierter Strahtung von in einern Me&volumen befindlichen Partikeln mrttds 
eines Detektors beobachtet werden, wobei das Verfehren die folgenden 
Scbritte umfafit: wiederhofte Massung der Anzaht von Photonen pro Zeit- 
intervaJl defimerter Ldnge; Bestimmung einer Funktion, wie betspielswelse 
einer Verteilungsfunktion, der Anzahl von Photonen pro Zeftlntervali; und 
sodann Bestimmung einer Funktion, wie auch hier beispietsweise einer 
Verteilungsfunktion, der spaziftschen partikul&ren Helligketten auf Basis 
der Funktion der Anzahl der Photonen pro Zertintervall, Es warden welter* 
hin Hinweise gegeben, wie die Funktion der Anzahl von Photonen prozes- 
siert warden kann oder wie beispielswelse instrumentelle Parameter an- 
gemessen berOcksichtigt werden kOnnen. Physikalische Eigenschaften 
von Partikeln. Insbesondere partikulftre HelUgketen, kOnnen aber auch 
wie in der International Patentanmeidung PCT/EP 98/06165 dargetegt 
ermfttelt warden. Oas dort beschriebene Verfahren umfeQt die folganden 
Schritte; wiederftotte Messung der Dauer von ZetebschnJCten zwischen 
detektierten Photonen; Bastimmung einer Funktion, z.B. einer Vertei- 
lungsfunktion, der Dauer der genannten Zettabschrutte; und eodann Bo- 
stimmung einer Funktion spezift&cher physikaliecher Eigenschsften der zu 
urttersuchenden Partikel auf Baals der genannten Funktion der Dauer von 
Zeftabschnitten. Es wird insbesondere ein FifflngptozeG beztigllch expen- 
mentel besttmmter und theoretischer Funktion der Dauer der Zettkrtervaie 
vorgeschlagen, wobet hlnsicfttlich der theoretischen Funktion Parameter 
einer rdumHchen Helligkeitsfunktion, w&Jche for das instrumentelle Set-up 
charakteristiach 1st, bertlcksichtigt warden. Es wird vorgeschlagen, bei- 
spielsweise Fluoreszenzpolarisation, weilenl&ngenabhOngige Fluoraszen- 
zintenstt&ten. Fluoreszenzlebensdauem, Energietransfer, etc. zu untereu- 
chen. In einer weiteren AusfOhrungsfbrm kann es vortellhaft sein, mehrere 
optische Parameter zu ermitteln, urn somtt elne verbesserte Charaktensie- 
rung der Entit&t zu erzielen. Dies kann Insbesondere mittels des in der 
International Patentanmeidung PCT/EP 98/03505 be&chriebenen Ver- 
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fahrens ertolgen. Es wird hier folgendes Varfahren vorgeschlagen: Be- 
atimmung von Intensitatsfluktuation n emrtfcerter Strahlung von in einem 
Me&volumen befindlichen Partikeln mittels mindestens eines Detektors; 
Bestimmung intermedifirer statistischer Daten beinhattend eine minde- 
stens zweWimensionale .gemelnschaftliche" statistlsche Funktlon auf Ba- 
sis der genannten lntensftatsfluktu8tionen; Bestimmung von Informationen 
auf Basis der intermedi&ren stati&chen Daten. Im letzten Schritt kann z.B. 
das gemeinschaftliche Auftreten von zwei Eigenschaften an einem Parti- 
kel untersucht werden. Auf den OffenbarungsgehaK der genannten Pa* 
tentanmeklungen, insbesondere im Hinbltek auf die zu untersuchenden 
physikalischen Eigenschaften der zu untersuchenden Partikel sowie die 
Bestimmung der intermediaren statisttschen Oaten, wird hiemttt ausdruck- 
lich Bezug genommen. 

Das erfindungsgema&e Verfahren eigne* sich beispielaweise zur Bestim- 
mung optischer Parameter von Enttt&ten wie MotokOten, MolekQUcomple- 
xen, Polymeren, veslkulftren Strukturen, ZeUen, Bakterien und Viren. Die- 
se kGnnen z,B. auf minerali&chen Oder organlschen Substraten angeord- 
net setn. Hierbei kann es sich insbesondere um polymers Gate, poly more 
Partikel, vesikuWre Strukturen, Zetten. Bakterien und Viren handeln. 

In einer weiteren AusfQhrungsform werden aixtorMnformationen Ober die 
Verteilung und/oder Struktur der Entitfiten und/oder der Substrate in der 
Stgnalverarbettung genutzt. So kdnnen betepielawaise als Substrat Bakte- 
rien Oder polymere Kugeln (sog. Beads) elngeaetzt warden, auf deren 
Oberfl&che oder in derem Inneren jewetfs bevorzugt gleJchartige Entitdten 
angeordnet sind. Um mit Methoden der Signalverarbeitung, insbesondere 
der Bildverarbettung, Meftwerte ais zusammengehorig erkennen zu kon- 
nen. ist es oftmais httfreich, a-pnori-lnfonnationen Ober die zu untersu- 
chenden Substrate, wie beispielsweise deren Gestatt, raumliche Ausdeh- 
nung, Anordnung etc., in der Signalverarbeitung zu berucksichtigen. So 
kann es femer vorteilhaft sein, Ober die zu a!s gleichartig erkannten Enti- 
taten gehttrigen Me&werte Jewells Mittelwerte zu bilden oder dlese ander- 



weitig statistisch auszuwerten, urn die Charakterisierung der Entitdten si- 
gntfikanter zu gestalten. Ala Methoden der Signalverarbeitung kOnnen an 
sich in der Literatur bekannte Verfahren zur Objekterkennung eingesetzt 
werden, wie z. B. Hough-Transformation, Template Matching und korrela- 
tive Verfahren. Derartige Verfahren sind in der LKeratur beschrieben (ste- 
he z.B. E. R. Davies, Machine Vision: Theory, Algorithms, Practicalities; 
Academic Press, London - San Diego, 2 nd edition, 1997). 

Oftmals ist es wOnschenswert, durch bestimmte optische Parameter aus- 
gezeichnete Entitaten und/oder Substrate von den Obrigen Entltftten 
und/oder Substraten zu separieren, urn sie einer weiteren Analyse 
und/oder Bearbeitung zu unterziehen. Diese Separation kann beispiels- 
weise mittels eines geeigneten Manipulators, wie z. 8. einer Pipette, eines 
mechanischen Greifers etc. geschehen. Besonders geeignete Verfahren 
sind betspielhaft in der International Offenlegungsschrift WO 95/35492 
beschrieben, auf deren Offenbarungsgehatt hiermit ausdrOcfcllch Bezug 
genommen wind. So wird dort belsptel owo i o a die Entnahme bzw. Separa- 
tion durch eiektrtsche Spannungs- oder FekJimpulse, durch Drucfcdrfle- 
renzpulse oder auch durch Uchtdruckpulse beschrieben. Es kann auch 
ein bevorzugt piezogesteuertes Pump- bzw. Dtspensiersystem verwendet 
werden. Im allgemeinen ist es hilfreich, wfthrend des Scanvorgangs die 
ernitttehen Me&werte In Abhanglgkeit der Position des Mefivolumens zu 
erfassen, urn somit den Separatioosvorgang zu automatisieren. 

Das Verfahren iA&t sich fcisbesondene in der Wlrkstoffsuche. kombinatori- 
schen Chemie, funktionalen Genomanalyae. evolutiven Bkrtechnologie. 
Diagnostik oder Proteom-Anatyse einsetzen. 

In einer AusfOhrungsform des erfindungsgem&ben Verfahrens werden 
beispielsweise polymere Beadstrukturen als Substrate eingesetzt, die 
jewetts mit einer Vtelzahl gietchartiger Entitaten besetzt sind oder die sol- 
che enthalten. Diese Entit&ten kflnnen beispielsweise aus einem Proze& 
der kombinatorischen Chemie entstanden sein. wobei in der Reget die 



elgentiicfieStruktur der Entitat nlcht bekannt 1st. Die Entftdten kbnnen vor- 
zugsweise detektierbare Marker, wie r.B. Fluoreszenzfarbstoff , aufwei- 
sen. Diese Variante birgt den Vort il, daft die nachfolgend zuzusetzenden 
Reaktionspartner nicht zwangsiaufig detektierbar Marker aufwelsen 
mussen. Die Substrate beftnden &ich vorzug&wei&e auf einem Trdger, z.B. 
Mikrotiterpiatten mit einer Vieizahl von Ausnehmungen Oder einer foUen* 
artigen Struktur. Es warden nunmehr Reaktionspartner zugesetzt, damn 
Wechselwirkungen mit den Entitaten untersucht werden soli. Diese Reak- 
tionspartner k&nnen in einer Ausgestattung ebenfaUs detektierbare Marker 
aufweisen. Das Substrat wird sodann abgescannt mit betspielsweise dem 
Ziel, potentielle Binder der Reaktionspartner unter den Entitaten zu find en 
und/oder eine chemisette Reaktion auszukisen. Die Bindung zwischen 
Reaktionspartner und Entitat kann nut den oben n£her beschriebenen op- 
tischen Parametem charakterisiert werden. Mit gewOnschten Eigenschaf- 
ten au&gestattete Komplexe zwischen Reaktionspartner und Entitat kdn- 
nen von den Qbhgen Entitaten bzw. Substraten separiert warden, urn sie 
einer werteren Analyse und/oder Behandlung zu unterztehen. Das be- 
schriebene Verfahren wird vorzugsweise in der Wirkstoffsuche angewen- 
det. 



In einer wetteren Variante 1st zwischen dem Substrat und den einen de- 
tektierbaren Marker aufwemenden Entitaten eine spattbaro Unkeretruktur 
angeordnet. So kOnnen z.B. In einem Prozefc der chemlschen Synthase 
auf Substraten. wie polymeren Beads, spattbare Unker&trukturen ange- 
ordnet sein, die mit Fluoreszenzf&ftatoffen gekoppeft warden, an denen 
sodann die zu untersuchenden Entitaten bevorzugt in einem kombinaton- 
schen Verfahren synthetisiert werden. Diese Variante birgt den Vortell, 
dad nach Selektion von Beads, weiche mit gewOnschten Eigenschaften 
ausgestattete Komplexe zwischen Reaktionspartner und Entitat tragen, 
eine Abspaltung der farbstoffmarkierten Entitat erfolgen kann und diese 
sodann in einem sogenannten ktelichen Assay naher anatysiert werden 
kann. Auch diese Variants etgnet sich besonders in der Wirkstoffsuche. 
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In einer weiteren Ausgestaltung warden Substrate mit Entitflten bekannter 
StAJktur verwendet, wobei alio Substrate die gleichen EntMten aufw isen. 
Bevorzugt werden auch hier die Substrate auf die Ausnehmungen von 
Mikro- oder Nanotiterplatten vertellt. Sodann wind in jede der Ausnehmun- 
gen eine Ldsung von Reaktionspartnem, von denen bekannt ist, daft sie 
mit den Entitfiten wechselwirken, zugesetzt Zudem werden die Ausneh- 
mungen mit LSsungen unterschiedlicher potentieller Wirkstoffe versetzt, 
urn festzustellen. ob diese geeignet slnd, die Wechselwirkung zwischen 
Entitdt und Reektionspartner zu beeinflussen. 

Die in den vorstehenden Absdtzen nfiher beschriebenen Ausgestaltungen 
kfinnen auch mit biologischen Substraten, wle z.B. Viren, Phagen t Bakte- 
rien, Pilze oder eukaryotischen Zellen, ausgefGhrt warden. So kdnnen z.B. 
natOriich vorkommende oder geklonte Entit&ten bevorzugt an Oberfldchen 
der genannten biologischen Substrate untersucht werden mit dam Vortetl, 
da& hier eine Koppiung zwischen dem ate wOrochenswert Identifizierten 
Ph&notyp mit seinem zugehOrigen Genotyp voriiegt Eine derartige Vor- 
gehenswetse ist unter den elnschft&gigen Begnffen des Phage-Dtsplays 
oder zeJKjIdren Displays bekannt 

In einer weiteren Applikatbn kann das erfindungsgem&Oe Verfahren auch 
in zelluiaran Reporterassays hltfreich sem. Die Genautgkeit des Scanver- 
fahrens ertaubt die Beobachtung der Aufhahme und/oder IntrazeUulAren 
Translokation von Substanzen mit einer Oberaschend hohen Oitsauffe- 
sung sowie Quantifizieningsgenauigkeit. 

In vortetthafter Weise erm6g!lcht das erfindungsgemafte Verfahren auch 
die Untersuchung von Signaltransduktionswegen. Es zercftnet sich insbe- 
sondere auch dadurch aus. daQ mit Prima rzellen gearbeitet werden kann 
und somit auf eine Oberexprimierung der zu untersuchenden Entitaten, 
wie z.B. Rezeptoren, verzichtet werden kann. 



Das Verfanren kann zudem im sog. differentiellen Display angewendet 
werden. in dem beispielsweise Zellen ertcrankter Personen mit d nen ge- 
sunder Personen verglichen warden. Weitere V rgleichsmOglichkerten 
betnhalten: behandeite / unbehandalte Zell n, Wildtyp / Mulante. etc. 



Weitere Apptikationen betreffen die Untersuchung molekularer Interaktlo- 
nen, wie z.B. Protein-Protein-Wechselwirkungen und Protein-Nukleirv- 
sdure-Wechselwirkungen. Insbesondere kttnnen auch Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen oder Peptiden unbekannter Natur bzw. Funktion mit 
Liganden potentieller physiologischer Stgnffikanz, deren Staiktur Jedoch 
oftmals noch nicht aufgeklart ist, untersucht werden. Hierbei wlrd vor- 
zugsweise mindestens ein Partner mit einer partikuldren Struktur che- 
mtsch oder adsorptiv verkoppelt sein. 

Es kann auch bevorzugt sein, das erfindungsgem&Oe Verfahren im Rah- 
man der Geletektrophorese einzusetzen. In Kombination mit einem Sepa- 
rations- bzw. tsolierungsvorgang kOrmen bestimmte EntitAten auf dem als 
Substrat dienenden Gel direkt einer wetteren Analyse oder auch Verviel- 
fdltsgung (PCR. etc.) zugefOhrt werden. 

Das Verfahren kann auch eingesetzt werden. um setten vorkommende 
Zelttypen zu detektieren und bevorzugt zu isotteren, wie dies z.B. in der 
Prdnstakliagnostik, in der Onkoiogle oder allgemeln der Pathoiogie der 
Fall ist 



Nachfblgend werden bevorzugte AusfOhrungsformen des erfindungsge- 
md&en Verfahrens dargestellL 

Figur 1 beschreibt schematisch eine konfokale Mikroskopanordnung m'rt 
einer Strahlungsquelle und zwef Detektoren, von denen einer Signate aus 
dem Hitfsfokus und der andere Signale aus dem Mefivolumen detektiert. 



Figur 2 zeigt schematisch eine wertere erfindungsgemaOe Ausgestaltung 
einer konfokalen Mikroskopanordnung, in der Me&volumen und Hilfsfokus 
entlang d r optischen Achse getrennt voneinander angeordnet sind. Die 
Anordnung weist eine zusdtzfiche Strahlungsquelle zur Erzeugung des 
Hilfsfokus auf. 

Figur 3 zeigt eine Varianle, in der getrennte Optiken zur Erzeugung von 
Hilfsfokus und MeBvolumen eingesetzt warden. Es wird exemplarisch ge- 
zeigt, da & Hilfsfokus und MeEvolurnen sowohl in axialer wie auch lateraler 
Richtung getrennt voneinander angeordnet sein kOnnen. 

Figur 4 beschreibt eine wertere erfindungsgemd&e AusfUhrung, in der 
Hilfsfokus und Mettvolumen wiederum durch dieselbe Optik erzeugt war- 
den. In dieser Variante werden zwei Detektoren fOr das aus dem Hilfsfo- 
kus refiektierte Ucht eingesetzt, die entlang der optischen Achse zueinan- 
der versetzt sind, urn die Richtung von Abweichungen der Position des 
Hilfsfokus zu erkennen. 

Figur 5 beschreibt eine AusfOhrungsform, wobei als Grenzfldche der 
Gbergang eines Substrates zur angrenzenden Luftschicht dtent 

Figur 6 zeigt eine Ausgestaltung mit einem faseroptischen Kqppler. 

Figur 7 a und b zeigen das Ergebnis des in AusfGhrungsbeiapiel 2 darge- 
steltten Experimentes. 

In Figur 1 tst zundchst eine konfokale Anordnung dargesteUt Die Strah- 
lung aus elner Strahlungsquelle 10 wird durch eine Optik 33 kotlimiert und 
durch ein Objektrv 32 auf das zu untersuchende Substrat 60 fbkussiert In 
der beispiethaft dargestellten Anordnung liegt das MeQvolumen 70 auf der 
Grenzflfiche 62 zwischen Substrat 60 und Trdger 61. Aus dem Me&volu- 
men 70 austretende Streu* oder Fluoreszenzstrahlung wird wiederum 
durch das Objektiv 32 gebundelt und uber den Strahlteiler 40, der z. B. als 



teikJurchlassiger oder weilenlangenabhangiger Spiegel lOsgefuhrt sein 
kann, ganz Oder tellwetee reflektiert. Die refleWierte Strahlung wird durch 
eine Optik 30 auf eine Blende 50 fokussiert, die zum MeBvolumen 70 
konfokal angeordrtet ist. Die durch die Blende hindurchtretende Strahlung 
fallt auf den Detektor 20. der zur Aufnahme des MeBsignals dient Ea 
kann auch auf die Blende 50 verzichtet werden. insbesondere bel Ver- 
wendung der Mehrphotonenanregung. 

Der HHfsfokus 7 1 , der zur Vermessung der Lage der Grenzflache 62 dient, 
ist im dargesteMen Fall identisch mlt dem MeBvolumen 70. Ober einen 
weiteren Strahlteiler 41. eine Optik 31 und eine ebenfalls konfokal ange- 
ordnete Blende 51 wird ein TeB der an der Grenzflache 62 reflektierten 
Strahlung auf den Detektor 21 gelenkt Dieaer Detektor dient eomit zur 
Aufnahme der aus dem Hitfsfokus 71 reftektierten Strahlung. Ea sei an- 
gemertct. da& jedoch auch auf die Blende 51 verzichtet warden kann. Es 
ist jedoch vorteilhaft, auch fur den Strahlengang mm Detektor 21 eine 
konfokal angeordnete Blende vorzusehen, da dieae die EmpflndUchkeit 
der Bestlmmung der Lage der Grenzflache emoht In der in der vortiegen- 
den Figur dargesteltten Auafuhrungaform wird beiapielswetoe die fekussie- 
rende Optik 32 entlang der optischen Achse auf- und abbewegt werden. 
urn somit die aktueile Position des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzflache 62 
bestimmen und ggf . nachregeln zu konnen. 

Figur 2 zeigt eine Variants der konfokaien Anordnung, in der Meftvokimen 
70 und Hitfsfokus 71 entlang der optischen Achse getrennt vonetnander 
angeordnet sind. Die in Flgur 1 gezeigte. konverrtloneUe konfokale Strah- 
tungs- und Detektionseinheit aus Strahlungsquelle 10. Detektor 20 und 
den zugehorigen optischen Elementen ist hier der Oberstaht halber nicht 
mehr dargestellL Zusatzlich zu den in Figur 1 gezekjten Elementen wird 
hier eine separate Strahlungsquelle 11 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 
werwendet. Durch die Optik 31 wird das vom Strahlteiler 42 reftetcfierte 
Licht dieser Strahlungsquelle im gezeigten Beispiel zu einem konyergen- 
ten Strahlenbundel kollimiert. so daft der vom Objektiv 32 erzeugte 
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Hitfsfokus 71 in einem geringeren Abstand vom Objektiv 32 liegt ais das 
Me&volumen 70, das durch Fokussierung eines parallelen StrahlenbOn- 
dels durch das Objektiv 32 entst ht Der Hitfsfokus 71 ist wiederum auf 
der GranzflAche 62 zwtechen Substrat 60 und Tr&ger 61 angeordnet; die 
an der Gmnzflache 62 reflektierte Strahiung wird Ober das Objektiv 32 und 
die Optik 31 auf die konfokal angeordnet© Blende 51 fokuaalert und vom 
Detektor 21 erfattt. Durch geeignete Wahl der Kollimatiorooptik 31 kann in 
dieser AusfUhrung der Hitfsfokus 71 in einer wflhlbaren Distanz vom MeG- 
volumen 70 angeordnet werden. Es Ist bevorzugt, den Hitfsfokus 71 auf 
der Grenzflache 62 zu posltlonieren und das Me&volumen 70 In einem 
gewunschten Abstand vom Hllfsfokus 71 innertielb des Substrates 60 zu 
erzeugen. In einer weiteren AusfGhrungsform wird der Hllfsfokus 71 aus 
einem vor dem Objektiv 32 divergenten StrahlenbQndel erzeugt so daft 
der Hitfsfokus 71 in einer grOtteren Entfemung vom Objektiv 32 als das 
MeGvoJumen 70 angeordnet ist Auch hier kann wiederum auf die Blende 
51 verzichtet werden. Der in Figur 1 beschriebene Suchmechenismus 
kann auch hier vorteilhafterweise angewendet werden. 

Figur 3 stellt eine weitere erfindungsgemft&e Auageetattung dar. in der ein 
separates Objektiv 34 zur Erzeugung des HHfefokus 71 eingasetzt wird. 
Das Me&volumen 70 wird wiederum Qber das Objektiv 32 erzeugt und 
abgebiidet; die dem Objektiv 32 nachgeordneten Komponenten der kon- 
ventJooeWen konfokalen Anordnung sind wiederum nicht dargestelK. Zur 
Erzeugung des Hdfsfokus 71 wird elne separate StrahlungsqueUe 11 ver- 
wendet. deren Strahiung Ober eine Optik 35 koUimiert und durch das Ob- 
jektiv 34 auf die Granzfl£che 62 zwischen Substrat 60 und Trikger 61 fo- 
kussiert wird. Aus dem Hitfsfokus 71 reflektierte Strahiung wird wiederum 
durch das Objektiv 34 gebOndelt und Qber den StrahKeiler 42 ganz oder 
tettweise reflektlert. Die reflektierte Strahiung wird durch elne Optik 31 auf 
eine zum Hitfsfokus 71 konfbkaie Blende 51 fokussiert; die durch die 
Blende 51 hindurchtretende Strahiung fallt auf den Detektor 21, In der 
beispielhaft dargestellten Anordnung sind Hitfsfokus 71 und Me&volumen 
70 sowohl in axialer wie auch iateraler Richtung getrennt voneinender an- 



geordnet Arcn hier kann wiederum auf die Blende 51 vSTBchtet werden. 
Der in Figur 1 beschriebene Suchmechanismus kann auch hler vorteit- 
hafterweise angewendet werden. 

Figur 4 zeigt eine Variante der In Figur 1 dargestellten AusfOhrung der 
Erfindung. in der zwei Detektoren 21. 22 fOr das aus dem HWefokus 71 
reflektierte Ucht eingesetzt werden. Entsprechende Anordnungen von 
zwei oder mehr Detektoren k6nnen auch in den AusfQhrungen gem&A 
Figur 2 oder 3 verwendet werden. Die konventionelle Anordnung zur Be- 
strahlung und Beobachtung des MeRvolumens 70 1st wiederum nicht dar- 
gestsltt. Me&votumen 70 und Hitfsfokus 71 sind in der belspWhaft ge- 
zetgten Anordnung deckungsgJeich; die das Me&vofumen 70 erzeogende 
Strahlungsquelle dient gleichzeitig zur Erzeugung des Hitfsfokus 71. 

Der Hitfsfokus 71 Uegt wiederum auf der Grenzftftche 62 zwischen Sub- 
strat 60 und TrSger 61. Die an der Grenzfldche 62 reflektierte Strahlung 
wird durch das Objektlv 32 und den Strahlteiler 41 ganz oder teHweise In 
Richtung der Detektoren 21. 22 gelenkt Die Strahlung wird mitteia eines 
werteren Strahlteilers 43 auf die Detektoren 21, 22 aufeetsttL Belden De- 
tektoren sind fokussferende Optiken 31, 33 sowte Blenden 61. 52 vorg»- 
ordnet Die Blenden 51 und 52 sind dabei vor bzw. hlnter der jeweligen 
konfokalen Position angeordnet, wenn der Hitfsfokus 71 auf der Gnenzflft- 
che 62 liegt. Verftndert sich nunmehr die relative Lage von Hitfsfokus 71 
und Grenzfldche 62 zueinander, so warden die Detektoren 21. 22 eine 
verAnderte Intensitatsverteilung des ROckreflexee erfassen. Abhfingig von 
der Richtung der LageAndeoing des Hitfsfokus 71, der In Richtung des 
Substrates 60 oder des Trdgers 61 verschoben sein kann, wW entweder 
auf dem Detektor 21 oder dem Detektor 22 eine erhAhte bzw. emledrigte 
Inten&itdt der aus dem Hitfsfokus 71 stammenden Strahlung auftreffen. 
Dementsprechend kann auf die in den Figuren 1 bis 3 beschriebene 
Suchbewegung verzichtet werden. 
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Figur 5 zeigt eine wetere Variante der in Figur 1 dargesteliten AusfOhrung 
der Erfmdung. Die konv ntionelte Anordnung zur Bestrahlung und Beob- 
achtung des Mefcvolumens 70 1st wiedemm nicht dargestellt MeGvoiumen 
70 und Hilfsfokus 71 sind in der beispielhafl gezeigten Anordnung dek- 
kungsgteich; die das Mettvolumen 70 erzeugende Strahlungsquelle dient 
gleichzettig zur Erzeugung des Hilfsfokus 71. Als Grenzflfiche 62 dient 
nunroehr der Obergang zwischen Substrat 60 und angronzander Luft 63. 
Es wird eine winkelabhAngige Reflexion, insbesondere Totakeflexion, an 
der Grenzflflche 62 mrttels eines ortsaufl6senden Detoktors 21 detektiert. 
AbhAngig von der Lage des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzfl&che 62 ftn- 
dert sich die rdurniiche Verteilung der aus dem Hilfsfokus 71 zurtickge- 
streuten Strahhjng auf dem Oetektor 21. der beispieleweise als CCf> 
Kamera ausgebildet sein kann. 

Figur 6 zeigt eine weitere Ausgestaltung des opttechen Aufbaus zur 
DurchfOhrung des erfindungsgemftOen Verfahiens in Anlehnung an Figur 
2. Die konventionelie Anordnung zur Bestrahlung und Beobachtung des 
MeQvolumens 70 ist wlederum nicht dargestellt Als StrahlungsqueUe 11 
zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 wtrd bevorzugt ein Haibletodaser elnge- 
setzt. dessen Ausgangsstrahlung in eine optische Faser 81 eingekoppelt 
wird. Der faseroptische Koppter 42 entsprteht dem Jdasalechen* StraW- 
teiler in Figur 2. Die Strahlung aus dem Hilfsfokus 71 wird In dieser Aus- 
fOhrvng in den Kern einer optischen Faser 80 eingekoppelt. der die In Fk 
gur 2 dargestettte Lochbtende 61 in ihrer Funktion ersetzt. Nach Passieren 
des faseroptischen Koppiers 42 wird die StraMung mUtete optischer Faser 
82 auf einen Detektor 21 geleitet. 

Figur 7 a zeigt Theophyllin-Beads, die mrt den in AusfOhrungsbetspieJ 2 
genannten AntikOrpem versetzt wurden. Die hohe Auflttsung zeigt, datt 
die fokal erttfhte Konzentration fluoreszenter Antikttrper am Bead sich 
deutiich vorn Hintergrundsignal der in L&sung befindltchen fluoreszenten 
AnUkbrper unterschekJel Figur 7 b zeigt die Negativkontrolle ohne Zusatz 
des ersten AntikOrpers, so datt der zwerte fluoreszenzmerkierte AntikOrper 
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sich nicht an das Bead anlagert und im BUd die charakteristische Ring- 
struktur erzeugt 

Nachfolgend wird in AusfDhrungsbetspiel 1 eine spezifiache Ausgestattung 
des erfindungsgemaaen Verfahreos sowie in AusfOhrungabeiapieJ 2 elne 
konkrate biologische Anwandung detailllert dargeetetlL 

Au?ftthrungsbeispiel 1 

Das vortogende AusfOhrungsbelspiel antgpricht im wesentiichen dam in 
Figur 6 dargestellten Autbau. Ala Strahlungsquelie zur Erzeugung deft 
Httfsfokus 71 wird ein HalbJeitedaser 1 1 mft ainer Letstung von 3 mW und 
einer Wellenl&nge von 760 nm eingesetzt. Die Ausgangsstrahking dea 
Lasers 11 wird Ober eine Monomode-Glasfaser 81 zu alnem feseropth 
achen Y-Xopptar 42 gefOhrt. Eine wettere Monomode-Glasfeeer 80 am 
Ausgang das Koppters 42 dient eowohJ zur ZufOhrung der Strahkmg JOr 
dan Htffefbkus 71, ala auch zur konflokalen Detefction das an der Grenzftft- 
che 62 reflektierten Uchtes. 

Zur KoUimleatng der zugetthrten bzw. detektierten Strahkmg dient etn 
Achromat 31 mit ainer Bronnwette von 40 mm. Durch Anderung des Ab- 
standes zwischen dem fraien Ende der Faser 60 und dam Achromafeen 31 
kann die Konvergenz des zum ObJdkUv 32 gefOhrten StraManbOndals. 
und damlt die Lage des Hflfvfokua 71 relativ 2um MefWotumen 70, vahiart 
warden. In der hier beechriebenen AuefOhrung iat durch eine Vendue- 
bung da8 Achromaten 31 Ober Insgesamt 5 mm die Distanz zwischen 
Madvolumen 70 und Htffsfbfcua 71 zwischen 0 pm und 100 pm einstallbar. 

Das hier eingesetzte Objektiv 32 tat ein Standard^ ikroskopobjektiv mft 
40-facher Vergrd&erung und einer Numarischen Apertur von 1,2. Es tot 
auf einem piezoelaktrischen Translator montiert, dar eine Verschiebung 
des Objektivs entlang der optischen Achsa Dbar eine Strecke von 100 pm 
ermftgltcht Die Granzfrequenz fOr diese Bewegung liegt, bedingt durch 
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die Antriebskraft des Translators sowie die Masse des eingesetzten Ob- 
jektivB, bei etwa 400 Hz. 

Als Gr nzfttche 62 win) in dieser beisptelhaften Ausfuhrung der Obergang 
von einem glflsemen Trfiger 61 (Brechungslndex ni * 1.52) zum Substrat 
60. das in diesem Fall aus einer vrt&rigen Suspension von polymeren Ku- 
geln (Brechungsindex n 2 » 1.33) besteht, verwendet. Ola von der Grenz- 
fteche 62 reflektiorte Strahlung wird Ober das Objektiv 32 und dan Achro- 
maten 31 wiederum auf die Faser 60 gelenkt, deren optischer Kern die 
Funktion der in Figur 1 bis 4 dargesteMen Lochblande 51 Obemimmt, also 
eine konfokale Detektion gewdhrieistet, Ober den Koppter 42 geiangen 
50% der Strahlungsleistung auf den Detektor 21, der als SBIzium- 
Photodtode mit nachgeschaitetam Tranelmpedanzverstarker (Verstfirkung 
10*V/A) ausgefOhrtist 

Das Ausgangssignal das Detektors 21 wkd Qber einen 14-Bit Analog- 
Digttal-Wandler ainam dlgttalen Slgnalprozessor (DSP) zugefUhrt. Dieser 
DSP steuert Ober einen 14-BH Digttal-Analog-Wandler und einen nachga- 
schaltaten Hochspannungsverst&rker auch den ptazoetaktrischen Trans- 
lator des Objektivs 32. Zur Steuerung der NachfOhrung wird das Objektiv 
mit einer typischen Frequanz von 200 Hz und einer Amplitude von 0,5 \im 
sinustormig auf- und abbewagt Ober eine zu dieser Suchbewegung syiv 
chrone Demodulation der vom Detektor 21 aufeenommenen Intensity 
bestimmt der DSP die Richtung einer eventuellan Abweichung zwischen 
der Position der Grenzfttche 62 und der (Ober die sinuef&mvge Bewegung 
zertlich gemrtteKen) Position des Hilfsfokus 71. Eine ggf. festgestallte Ab- 
weichung wird dutch eine der Sinusbewegung Obertagerte NachfOhaing 
des Objektivs 32 ausgeglichen. 

Ausfuhrunasbeisplei 2 

Im voriiegenden Ausfuhrungsbeispid werden als Substrat sog. Tenta- 
Gel™ - Beads des Typs S PHB-Gly (RAPP Polymers) eingesetzt Diese 
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Bind konjugtert mit Theophyilinmolekulen (Aldrich) als Entitaten. Die Bela- 
dung der Beads betragt 9%. 5 mg der Beads werden in 444 pi PBS-Puffer 
suspendiert. Als Probentrager werden Lab-Tek Chambered Coverglasses, 
#1 Borosilicat. steril. 8-well (Nunc Nalge International, Lot.Nr. 148116- 
0605) verwendet. Als erster Antikorper wird ein polyklonaler Kanlnchen 
Anti-Theopytlin-Antikorper (Europe Research. LotNr. 80 17 15) verwen- 
det Als zweiter Antikorper dient ein fluoreszenzmarkierter (TRITC, Tetra- 
methylrnodamin-5-(und 6)-isothiocyanat) Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper 
(DAKO, Lot.Nr. 077(101)). Der Assaypuffer. nachfolgend TNT genannt. 
setzt sfch wie folgt zusammen: 50 mM Tris-HCI pH 7.5. 100 mM NaCI. 
0.01% Tween-20. 

Der Assay wird wie folgt durehgefOhrt: 8 pi Beadsuspension werden mit 
100 pi einer 1:2000 VerdOnnung des enrten Antikorpers versetzt und fOr 
30 mm. bei Raumtemperatur geschOttelt Es folgt ein zweimaliger Waech- 
schritt mit TNT-Puffer (0.01% Tween-20). 100 pi einer VerdOnnung 
1 :5000 des zweiten Antikorpers werden zugesetzt und fQr eine Stunde bel 
Raumtemperatur geschOttelL Sodenn werden 200 pi TNT-Puffer zuge- 
setzt 

Zur Erzeugung des Anregungsstrahlenganges hinsichttlch des Me&volu- 
mens 70 wird ein HeNe-Laser mit einer Emlssionswettenlange von 543 nm 
eingesetzL Als fur das Fluoreszenzapektrum von TRITC geeigneter 
Bandpa&fitter wird detektionseeWg ein BandpaB mit einer mWieren 
DurchlaO-WeHenlange von 580 nm und einer Halbwertsbreite von 30 nm 
eiogesetzt. 

Das Ergebnis des Ausfuhrungsbeispieies 2 ist in den Figuren 7 a und b 
dargestellL Die aufgenommenen MeBwerte werden zunachst elnem Bild- 
verarbeitungsschritt unterzogen, der dazu dient. die einzelnen Beads zu 
identiflzieren und zu lokalisieren. In der hier beschriebenen AusfOhrung 
wird hierzu die Hough-Transformation verwendet. Im Anschlufi werden zu 
jedem fcJentifizierten Bead diejenigen MeOwerte ermittelt, die Punkte auf 
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der Beactob^fttche kennzetehnen. Hifzu 1st es vorteWwft. a^ori- 
.nfornwtionen «nzu^zen. wis etwa In d*~m F*» die 
die opttochen Schnite durch die B«doberfl**e anr*h*nd kreWfrrn** 
StniWuren e^ben. lm vodiegeoden Fall wtd-fl. radW 
vom Zr*um *r identfcJerten B«d. •"•peheod* SocM»h«-n. dte 
Mea^^te maximater Intend em***. Atomativ ttnnen in die*** 
Schrtt aus der Uteratur bekannt. Vertahren wte Karrtewwttrtung 
ond/oder SchweWwertanalyse verwendet werden. 
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, v rfahren zur optechen Effing mlodeetens einer EnttU* aul 
undtoder hi einen, bevorzugt auf einem Tr*ger (61 ) beflndUchen. Sut-t«l 
(60 ). wobei mhtete einer kordokalen Mikmakopoptfc Oder etner ttr die 
M-w p h o to nena nre9 ung auegeleoten Op*, die mind**** ek» Strah- 
kingaqoelle (10) aufweM, mindwtens ein reprftsentativer Bereteh de* 
Substrates (60) mil einem Mefivolumen (70) geacannt wW unter Erhatt 
von MeBwerten zur Bestlmrming optocher Parameter, wobei die Me&- 
werte ^ cherekteristerung der mlndesier* einen Entttat mioete Signal- 
verarbeftung bearbetet warden, und wobel die mlndeeten. eine EntWK fOr 
die Oauer der Aulhahme der Meftwrte ibre PosJuon Wnelehllic* cie. Sub- 
sttBtee (60) und/oder des Trttgers (61) beibehail 

2 verfahren nach Anspruch 1. wobei das Subetrat (60) lor. Bn> 
cnunoa ^ B ufweistderver«cr^ 

Subnet (60) aigrenzenden Komponerte. und wobei wahr * ^ d ** ^ 
vagaries ein HWsfokus (71) eoeuflt WW. der jumindeet Ll.mlrt euf 
dar GrenzBaehe (62) zwtechen Subetrat (60) und angreniender Kompo- 
r^teoderB^^n8l^9eeigrw«enG«Kaft^l^ 

3. Varfahren r>*ch Anapruch 2, wob* die angmnzende Kcniponente ein 
Trlger (61), Lull (63) Oder elne IrrmeiakMwWlaelgtolt 

4 Verfahrenr^«nemderAn^>rOche1bte3.^ 

„** deraelben kordbkaten Mikroskopoptik erzeugt wW. die auch zur 
Efzeugung des MeBvolumens (70) dtert. 

5 Verfahren nach einem der AnsprOcne Ibis 4. wobei MeftvoUir™ (70) 
und Hafefbkus (71) im weeenOchen entang der c*uschen Achse der 
Konfokalen Mikroskopoptik angeordnet sind. 
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6. Verfahren nach einem der AneprOche 1 bis 5, wobei Me&volurnen (70) 
und Hitfsfokus (71) einander ganz Oder tettwelse Qberlappen. 

7. Verfahren nach einem der AneprOche 1 bis 6, wobel Me&volumen (70) 
und Hitfsfokus (71) von zwei unterschiedtichen Strahlungsquellen oder 
von einer Strahtungsquelte (11) erzeugt warden. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, wobei ein RGckreflex aus 
dem Hitfsfokus (71) von mindestens einem Detektor (21) erfaftt wind und 
zur Messung und/oder NachfQhrung des Abstandes zwlschen der Grenz- 
flache (62) und der den Hilfsfokus erzeugenden Optik (32) genutzt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei RQckreflexe aus dem Hitfsfokus (71) 
winkelabhdngig von einem ortsauflosenden Detektor (21). insbesondere 
einer CCD-Kamera, erfaBt werden. 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, wobei die PosWon des 
Hilfsfokus (71) retativ zur Grenzflfiche (62) im wesentlichen endang der 
opUschen Achse bevorzugt period (sch variiert wind und die Intenattflt des 
RGckreflexes in Abhdngigkeit von der Bewegung registriert wind. 

1 1 . Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, wobei die Intensitfit des 
ROckraftexes mittete mindestens zweler enttang der optischen Achse an- 
geordneter Detektoren (21, 22) erfa&t wird. und der Abstand der GronzflA- 
che (62) von der den Hitfsfokus (71) erzeugenden Optik (32) aus der 
Verteilung der von den Detektoren (21, 22) erfaQten Intensitaten bestimmt 
wird. 

12. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bte 1 1 , wobei els optische Pa- 
rameter die Streulichtintensitdt und/oder die Streulichtinteneltat in AbhJJn- 
gigkeit von der Polarisation und/oder die Fluoreszenzintensttdt bei minde- 
stens einer Wellenl2nge und/oder die Fluoreszenzintensitat in Abhdngig- 
keit von der Polarisation und/oder die Fluoreszenzlebensdauer und/oder 
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rnotekuiao) HeNgkeiton und/oder Raman-Streuung und/oder Luminal 
aufgenommen warden. 

13 Verfahrer, nach einem der Answer* 1 bis 12. wobei ^oo- 
intormafenen ober dte VrteHung und/oder Struktur oar Enttilen 
und/oder der Subetnrte (60) in der Signaiverart^^ genu* warden. 

14 Verfehren nach einem der AnaprOche 1 bis 13. wobei mineral*** 
oder organiser* Substrate (60). Io6t>e»ondere polymare Gate. po»ym« 
Part** ve-kuiare StruWuren. Zelen. Bakterien ond Wen eUig-** 

werden. 

15. Verfehren nach einem der AnaprOche 1 Ha 14. wobei ate 
MotekOJe, MoteWMkomptexa, Porymere, polyrnere Partta!. veelkulare 
Strukturen. Zelten. Bavarian und Vlran tinge*** warden. 

16 Verier™ r^elrwrn der Am«^ 

Ihehan Parameter aoa***** Ent***n und/oder Suo*r*e (60) w*h- 
rend odar Im AimcWufi an dan Scanvorgeng von den OMflen &*••*! 

und/oder Subatreten (60) getrennt warden. 

,7 Verfat™ nach alnam der AneprOch. 1 bto 16 »r Arw-ndung In dar 
vvirkrtaffeucha. dar lunWonalon AneJyae k«nblr*torle*wi*n»^ odar 
komhinato rtach4W^^ Syrthe^produkte. der funrtoneien Geno- 
mKwhw , dar evolutive* Btotachootogto. dar Ob****, der Pfotaonv 
Analysa odar dar MatarWuntorauchung. 

16 VomcMung zur DurchfOhrung d« Verfehrena nach Anepruch 1 mlt 
- minder* ainer korrfokaien Mlkroekopopt* oder einer tor die Mehr- 
photonenanragunfl ausoetegtan Op*, dia minded, alna Streh- 
lungequeHa (10) sowie minderter* ainen Detaktor (20) zur Aufnahme 
von MeBwerten aus ainam Meftvohimen (70) eufwwat. 
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* 4 

- mindestens einer wetteren. bevorzugt konfokalen. Mikroskopoptik, die 
mlndestens elne Strahlungsquelle (11) sowie mindestens einen Oe- 
tektor (21) zur Aufnahme von Me&werten aus einem Hiffefbkus (71) 
aufweist, 

- mindestens etner Einrichtung zur Positionleaing von MeGvolumen (70) 
und HWsfokus (71 ) feiativ zu einem Substrat (60). 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzetchnet daft die 
StrahlungsqueHen (10) und (11) identisch sind. 

20. Vorrichtung nach einem dor AnsprOche 18 und/oder 10. dadurch ge- 
kennzeichnet, dad zur Erzeugung von Me&volumen (70) und Hitfsfokus 
(71 ) dieselbe Mikroskopoptik verwendet wird. 

21. Verwendung der Vorrichtung nach einem der AnsprOche 18 bis 20 in 
der Wirkstoffouche, der funkttonaien Analyse komblnatorisch*chemlscher 
Oder kornbtnatorisch^>k)k>gischer Syntheseprodukte, der funfctionaien Ge- 
nomanalyse, der evolutrven Biotechnoiogie. der Dtagnostik, der Proteom- 
Analyse Oder der Materiakintersochung. 
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a f y« a r m w rfaS8Ung 



Die Erfindunfl betrtm «n Varfahran zur op^eo ^^^^ 
e*~En««eufund,crf.r*e^.be^ 

Subtral, wobel m*e,a ****** MUoo-copop* od* *n* 
.Or die M^rphotooenanmounfl Bim ^oten Op*c die minde-an. dne 
StrahlunoequeUe aufwetet, minderfen* eln r*pf**nt*iver Barak* das 
SubsbB ta 8 mit elnem Meftvohiman gascannt wkd unter Erhdt von Me&- 
^ ^ B^Unvnung optfccher Parameter, wobe. die Meflwrte zur 
charatterW «unQ der mlnda*ena e*en En** n*leta Son****-*** 
bear*** warden, und wobei d„ mJnda-ans aina En** «r dta Dauer 
Aufnahma dar MeBwarte Ihra PoaWon hln*k**ch da. ****** 
und/odar daa TiflQara belbehelt Das weteren warden Vaw<andunoam6g- 
lichtoi ten d« Varf-hrans aowte eln. Vornchtung 2ur Ourchtthning das 
Verfahrens beachrieben. 
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